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Abstrakt v českém jazyce
Předmětem této diplomové práce je stručné shrnutí literárních poznatků o bilirubinu a jeho 
strukturního derivátu ranarubinu. Experimentální část je věnována prozkoumání některých 
vlastností těchto dvou látek a jejich vzájemnému srovnání. Sledována byla především rychlost 
degradace za laboratorních podmínek a určení jejich disociačních konstant, obojí za pomoci 
kapilární zónové elektroforesy. Získané výsledky poukazují na značné odlišnosti v chování 
obou látek.
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Abstract in English
The concise summary of literary information about bilirubin and its structure derivative 
ranarubin is the topic of this thesis. The experimental part is dedicated to investigation of
some properties of this substances and their comparison. The rate of degradation and acid-
base behaviour was monitored under the laboratory conditions using capillary zone 
electrophoresis. The results point to differences in their behaviour.
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1. Seznam zkratek a symbolů




CE Kapilární elektroforesa (Capillary Electrophoresis)
CEC Elektrochromatografie v naplněných kapilárách (Capillary 
Electrochromatography)
CGE Kapilární gelová elektroforesa (Capillary Gel Electrophoresis)
CIEF Kapilární isoelektrické fokusování (Capillary Isoelectric Focusing)
CITP Kapilární izotachoforesa (Capillary Isotachophoresis)




HPCE Vysokoúčinná kapilární elektroforesa (High Peformance Capillary 
Electrophoresis)
MEKC Micelární elektrokinetická chromatografie (Micellar Electrokinetic 
Chromatography)
THF Tetrahydrofuran
UCB Nekonjugovaný bilirubin (Unconjugated Bilirubin)
UV/VIS Ultrafialová a viditelná oblast spektra
a efektivní průměr iontu
aA- aktivita aniontu kyseliny
aHA aktivita neutrální formy kyseliny
aH3O+ aktivita oxoniových iontů
A- anion kyseliny HA
c analytická koncentrace
cA- koncentrace aniontu kyseliny
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ci koncentrace i-té formy
cHA koncentrace neutrální formy kyseliny
e elementární náboj




γA- aktivitní koeficient aniontu kyseliny
γ± střední aktivitní koeficient
HA neutrální forma kyseliny
I iontová síla
Ka termodynamická disociační konstanta
Ka* smíšená disociační konstanta
Lc celková délka kapiláry




mb efektivní mobilita elektrolytu
mEFF efektivní elektroforetická pohyblivost
mi pohyblivost i-té formy
ms efektivní mobilita vzorku
m0 limitní pohyblivost
m+ aktuální pohyblivost kationtu
η viskozitní koeficient
pKa záporný dekadický logaritmus termodynamické disociační konstanty




tEOF migrační čas elektroosmotického toku




vEOF rychlost elektroosmotického toku
z nábojové číslo
ζ zeta potenciál
zi nábojové číslo i-tého iontu
z+ nábojové číslo kationtu
z- nábojové číslo aniontu
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2. Úvod
Bilirubin, hlavní žlučový pigment u člověka, je konečným produktem katabolismu červeného 
krevního barviva hemu. Jeho produkce, metabolismus i vylučování jsou organismem 
udržovány v rovnováze. Při narušení této rovnováhy dochází k akumulaci bilirubinu v séru; 
mluvíme pak o hyperbilirubinemii, která se projevuje žloutenkou. 
Ačkoli je bilirubin obvykle vnímán jako potenciálně toxická látka, data z poslední doby 
naznačují, že díky svým silným antioxidačním vlastnostem může mít i protektivní význam.
Bilirubin se vyskytuje v organismu ve třech iontových formách. Poměr koncentrací těchto 
iontových forem je pochopitelně závislý na pH okolního prostředí. Každá z iontových forem 
se liší svými vlastnostmi i funkcemi které vykonává, a proto je dobré vědět, jak lze upravit 
jejich poměr. Správné určení pKa vodného roztoku nekonjugovaného bilirubinu má tudíž 
velký význam pro pochopení jeho chování. Přestože je molekula bilirubinu známá od 
poloviny 19. století, její disociační konstanty dosud nebyly spolehlivě určeny.
K určení disociační konstanty bilirubinu by mohl dopomoci ranarubin neboli bilirubin-C10-
sulfonová kyselina. Díky odlišným fyzikálně-chemickým vlastnostem (především pak pro 
svou vyšší polaritu a vyšší rozpustnost ve vodě) a velmi podobné struktuře je vhodnějším 





Historii elektromigračních metod lze vysledovat až k roku 1807, kdy Reuss poprvé na 
konferenci v Moskvě představil jev nazvaný elektroosmosa [1]. Teoretické vysvětlení tohoto 
fenoménu bylo navrženo až roku 1897 Kohlrauschem [2]. Koncem 18. století se ve snaze o 
separaci nejrůznějších toxinů prováděly pokusy v U-trubicích. Tyto pokusy byly odrazovým 
můstkem k elektroforese, o jejíž značný rozvoj se zasloužil Tiselius; po mnohaletém 
zdokonalování ji představil v roce 1937 [3, 4]. Na základě rozdílných elektroforetických 
mobilit se mu podařilo účinně rozdělit proteiny složité bílkovinné směsi, za což získal v roce 
1948 Nobelovu cenu za chemii. Píky však měly nízké rozlišení (díky Jouleovu teplu a 
molekulární difusi), proto byly následně k prevenci těchto jevů používány škrobový či 
polyakrylamidový gel a acetát celulosy. Tato opatření minimalizovala problém konvekce, ale 
docházelo díky nim k jiným nežádoucím jevům, jako jsou např. vznik difusních vírů či 
interakcí mezi analyty a stabilizátorem. Později Hjertén a Tiselius vyvíjeli elektroforesu         
v polyakrylamidovém gelu v rotující kapiláře o vnitřním průměru 3 mm; tuto techniku 
používali k separaci ribozomů a virů [5, 6]. Hjertén myšlenky shrnul v práci z roku 1967,       
z níž je zřejmé, že stabilizace separovaných zón bylo dosaženo nepřetržitou rotací kapiláry     
v její podélné ose [7]. Na základě Giddingsovy predikce [8] používají Everaerts a Hoving-
Keulemans teflonovou kapiláru o vnitřním průměru 0,5 mm [9] a Virtanen skleněnou kapiláru 
o vnitřním průměru 0,2-0,5 mm [10], čímž potvrzují, že zmenšení průměru kolony působí 
proti konvekčnímu proudění, tedy že mezi vnitřním průměrem kolony a účinností je nepřímá 
úměrnost. V roce 1981 použili Jorgenson a Lukacsová k separaci derivátů aminokyselin 
skleněné kapiláry o vnitřním průměru 75 μm, délce 1 m a napětí 30 kV [11]. Vysoká účinnost 
separace odpovídala Giddingsově teoretické predikci. 
Spolu s rozvojem kapilárních separačních prostorů byly popsány další odvozené 
elektromigrační separační metody. V roce 1970 je publikován článek Everaertse a Hoving-
Keulemana o použití izotachoforesy  (CITP) [13]. V roce 1983 vychází článek Hjerténa o 
použití kapilární gelové elektroforesy (CGE) k separaci aromátů [14]. Za zakladatele 
micelární elektrokinetické chromatografie (MEKC) je považován Terabe; s její pomocí
dokázal roku 1984 oddělit deriváty fenolu [12]. V roce 1985 Hjertén představuje kapilární 
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isoelektrické fokusování (CIEF) [15] a v roce 1987 pokládají základy elektrochromatografie   
v naplněných kapilárách (CEC) Knox a Grant [16].
Z České republiky pochází řada chemiků, podílejících se na zdokonalování elektromigračních 
metod, a to zejména v oblasti detekce. Z nejvýznamějších prací jmenuji studii Gaše, Vacíka a 
Demjanenka, zakladatele bezkontaktní vodivostní detekce v izotachoforese [18] (touto prací 
se inspirují Silva a Laga, autoři bezkontaktní vodivostní detekce pro CZE [17]); Boček a kol., 
zabývající se nepřímou fotometrickou detekcí [19] a chirálními separacemi v CZE [20];
Opekar a kol., autoři bezkontaktní vodivostní detekce pro CZE na bázi mikročipu [21]; 
Jelínek, Snopek a Smolková-Keulemansová, autoři první chirální separace v izotachoforese 
[22] a Prusík, Kašička a kol., zabývající se vysokoúčinnou separací peptidů v CZE a 
izotachoforese [23].
3.2. Elektromigrační metody
Elektromigrační metody patří mezi metody separační. U všech elektromigračních metod 
dochází k separaci nabitých komponent vzorku vlivem stejnosměrného elektrického pole.
Do skupiny elektromigračních metod řadíme metody prováděné v plošném a v kapilárním 
formátu. Elektromigrační separační metody, u kterých vlastní separace probíhá v kapiláře, 
bývají často označované jako vysokoúčinná kapilární elektroforesa (HPCE). 
Separace probíhají obvykle v křemenných kapilárách o vnitřním průměru několika desítek 
mikrometrů, dovolujících použít vysoká napětí. Účinnost těchto metod dosahuje stovek tisíc 
až milionů teoretických pater a citlivosti na úrovni femtomol – zeptomol (10-15 až 10-21 mol) 
analytu v nano až pikolitrových objemech, díky čemuž patří kapilární elektromigrační metody 
mezi nejúčinnější, nejcitlivější a nejperspektivnější analytické separační metody moderní 
analytické laboratoře [38]. 
Mezi zástupce kapilárních elektromigračních separačních metod patří sedm základních 
technik, které se liší mechanismem separace: 
kapilární zónová elektroforesa (CZE), 
kapilární gelová elektroforesa (CGE),
kapilární izotachoforesa (CITP), 
kapilární isoelektrická fokusace (CIEF), 
micelární elektrokinetická kapilární chromatografie (MEKC), 
elektrochromatografie (EC, CEC), 
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bioafinitní kapilární elektroforesa (BACE). 
Některé z metod lze využít pouze pro separace iontů (CZE, CGE, CIEF, CITP), ostatní jsou 
vhodné jak pro ionty, tak i pro neutrální molekuly (MEKC, CEC). Všechny metody mají 
široké uplatnění v chemických, farmaceutických i biologických analýzách [31, 32] a používají 
se i ke stanovení fyzikálně-chemických konstant, jako jsou např. disociační konstanta, 
konstanta stability či limitní pohyblivost [28, 29, 30].
3.2.1. Zónová elektroforesa
Zónová elektroforesa je nejjednodušší elektromigrační metoda, použitelná pro separace a 
stanovení organických i anorganických látek. K separaci složek vzorku dochází díky rozdílné 
rychlosti pohybu částic v elektrickém poli; lze tedy analyzovat pouze látky nabité, tedy ty, 
které v roztoku podléhají disociaci. 
Vzorek je nadávkován do separačního prostředí, do tzv. nosného elektrolytu, a to jako úzká 
ohraničená zóna, která složení nosného elektrolytu prakticky neovlivní. Nosným elektrolytem 
je obvykle pufr, protože správné pH separačního prostředí je často pro analýzu stěžejní. Zóna 
vzorku se pohybuje vlivem elektrického pole, přičemž se jednotlivé komponenty vzorku 
s odlišnou elektroforetickou pohyblivostí oddělují a soustřeďují se do samostatných zón. 
Detektor, zpravidla umístěný u konce separačního prostoru, zaznamenává výsledek separace 
ve formě časového  průběhu odezvy detektoru, tzv. elektroferogramu.
Zónovou elektroforesu lze provádět ve dvou uspořádáních – v provedení plošném či 
kapilárním. 
Kapilární zónová elektroforesa využívá dvou základních transportních jevů – elektroforetické 
migrace iontů v elektrickém poli a elektroosmotického toku kapaliny kapilárou. Následující 
text je věnován kapilárnímu uspořádání zónové elektroforesy.
3.2.1.1. Elektroforetická migrace
Principem každé elektroforetické separace je pohyb (neboli migrace) nabitých částic               
v kapalném médiu, vystavenému působení elektrického pole. Částice o hydrodynamickém 
poloměru r (tedy poloměru iontu včetně první solvatační vrstvy) a náboji q je unášena 
gradientem elektrického pole o intenzitě E směrem k elektrodě s nábojem opačného 
znaménka a to rychlostí v; intenzita pole v kapiláře je dána podílem napětí U připojeného ke 






Ústřední veličinou elektromigračních separačních metod je elektroforetická pohyblivost 
(mobilita) m, která je definována jako rychlost pohybu nabitých částic v v kapalném prostředí 




Elektroforetická mobilita je pro jednotlivé ionty charakteristická. Hodnoty elektroforetických 
pohyblivostí, charakteristické pro jednotlivé ionty (v nekonečně zředěných roztocích a za 
standardní teploty), lze nalézt ve fyzikálně-chemických tabulkách [26] či odborných článcích 
[27].
Protože se částice pohybuje v kapalině o viskozitním koeficientu η, je brzděna třecí silou FF, 
jejíž velikost je dána Stokesovým zákonem
F F= − 6πη r v . (3)
Rovnoměrný pohyb iontů v roztoku je výsledkem působení dvou sil; frikční síly FF a hnací 
síly FE, která je rovna součinu 
F E= q E , (4)
přičemž velikost náboje q je dána součinem nábojového čísla iontu z a elementárního náboje 
e, tedy
q=ze . (5)
Z rovnosti těchto opačně orientovaných sil v ustáleném stavu, tedy 
F E= − F F , (6)






6πη r . (7)
Ze vztahu je zřejmé, že pohyblivost iontu je přímo úměrná jeho náboji a nepřímo úměrná jeho  
poloměru a viskozitě roztoku. Mobilita iontu, jak dále z rovnice vyplývá, má vždy kladnou 
hodnotu. Obvykle se však zavádí konvence, podle které má pohyblivost kationtů kladnou 
hodnotu a pohyblivost aniontů hodnotu zápornou. 
Ionty v roztoku nejsou nikdy volné, ale solvatované. Velikost a tvar solvatačního obalu závisí 
na složení systému a experimentálních podmínkách. Částice, lišící se rozměrem a velikostí 
náboje, se v elektrickém poli pohybují rozdílnou rychlostí, a tudíž je lze od sebe separovat. 
Pohyblivost iontů regulujeme právě pomocí změny jejich náboje či poloměru; náboj iontů 
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slabých elektrolytů měníme změnou pH, u silných elektrolytů pak koordinačními reakcemi 
s vhodnými ligandy. Interakcí iontu s ligandem pak měníme pochopitelně i velikost iontů jak 
slabých tak silných elektrolytů. 
V praxi elektroforetické separace neprobíhají v nekonečně zředěných roztocích, ale 
v roztocích o konečných koncentracích. V tomto případě není iontová pohyblivost konstantní, 
ale závisí na koncentraci elektrolytového systému. Rychlost migrace iontů je v takovémto 
systému menší než v podmínkách nekonečného zředění.
Podstatný vliv na separaci mají (kromě vlastností dělených látek) i vlastnosti prostředí, jak 
elektrolytu, tak nosiče. Mezi ně patří koncentrace elektrolytu, pH, iontová síla, viskozita, 
dielektrická konstanta, homogenita pole atd [24].
Elektroforetická pohyblivost iontů v elektrolytu vztažená k dané iontové síle a teplotě se 
nazývá aktuální pohyblivost, mA. V případě, že ionty přítomné v roztoku nejsou plně 
disociované, ovlivňuje jejich disociace α pohyblivost iontu a mluvíme o efektivní 
pohyblivosti, mEFF; ta je tedy vztažená k danému pH, iontové síle a teplotě separačního 
prostředí. Pokud jsou roztoky iontů nekonečně zředěné, je jejich pohyblivost nazývána limitní 
~ absolutní pohyblivostí m0; ta je pro dané ionty (při teplotě 25° C) tabelována.
Závislost aktuální pohyblivosti iontu binárního elektrolytu na iontové síle vyjadřuje rozšířený 
Onsagerův limitní zákon [33], který má pro aktuální pohyblivost kationtu m+ a nábojové číslo 
z+ tvar
m+= m0, +− (m0, + z +z -B1
k
1+ √k




kde B, B1 a B2 jsou konstanty a a značí efektivní průměr iontu. Součin Ba je často 





z-m0,++ z+ m0, -
, (9)
pro symetrické ionty je roven hodnotě 0,5. Pro látky, vyskytující se v roztoku ve více 








kde mi  je aktuální pohyblivost i-té formy látky a c analytická koncentrace. 
Nejúčinnější separace dvou látek (slabých kyselin a zásad) je při pH rovném průměru jejich 
disociačních konstant, tento způsob se nazývá „separace podle hodnot pK“. Pokud je limitní 
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pohyblivost separovaných kyselin dostatečně odlišná, lze je separovat za takového pH, kdy 
jsou plně disociovány. Tento způsob se nazývá „separace podle pohyblivosti“.
Elektroforesa se využívá především k separaci organických látek. Situace je u slabých kyselin 
a bází komplikovanější; vlivem pH pufru nastává dynamická rovnováha mezi ionizovanou a 
neionizovanou formou. Látka se při elektroforese nerozdělí na dvě složky, nýbrž putuje jako 
celek, takže přítomnost neionizované formy má za následek zpomalování (pro kation) či 
zrychlování (pro anion) pohybu [24]. 
U amfolytů je vliv pH na dělení těchto látek velmi významný. Při vysokém pH je podpořena 
disociace a navenek se projevují kyselé vlastnosti karboxylových skupin, vytvářejí se anionty 
R-COO-. Při nízkém pH je naopak disociace kyselých skupin potlačena a projevují se pouze 
skupiny bazické. Náboj molekuly je potom kladný, R-NH3
+. Mezi těmito dvěmi extrémními 
stavy existuje takové pH, při němž je ionizován stejný počet kyselých i bazických skupin, 
takže celkový náboj molekuly je roven nule. Toto pH nazýváme isoelektrický bod a je pro 
každý amfolyt charakteristickou veličinou. Hodnota isoelektrického bodu je ještě ovlivňována 
iontovou silou pufru, ve kterém se měření provádí [24].
3.2.1.2. Elektroosmotický tok
Elektroosmotický tok neboli elektroosmosa je měřitelný tok roztoku nosného elektrolytu 
kapilárou vlivem stejnosměrného elektrického pole na difusní část elektrické dvojvrstvy na 
rozhraní mobilní a stacionární fáze u vnitřní stěny kapiláry. Elektroosmotický tok unáší 
všechny přítomné ionty stejnou rychlostí, z hlediska separace se tedy jedná o neselektivní sílu. 
Významně však ovlivňuje migrační rychlosti přítomných analytů, tím i účinnost separace a 
dobu analýzy. 




kde ε je permitivita roztoku nosného elektrolytu, ζ je potenciál vnitřního povrchu kapiláry.
Vznik elektrické dvojvrstvy je důsledkem disociace ionogenních skupin na vnitřní stěně 
kapiláry nebo selektivní adsorpce jednoho druhu iontů. U nejčastěji používaných křemenných 
kapilár dochází nejprve k hydrolýze siloxanových skupin (≡Si-O-Si≡) za vzniku silanolových 
skupin (≡Si-OH) a jejich následné disociaci (pKa = 5,5 [24]). Tím vzniká negativní náboj 
vnitřního povrchu kapiláry (≡Si-O-). Na vnitřním povrchu kapiláry se nachází zhruba pět
silanolových skupin na 1 nm2 [39]; na ně se naváže vrstva kladně nabitých iontů. Vrstva 
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kationtů tvoří nepohyblivou část elektrické dvojvrstvy, tzv. Sternovu vrstvu. K ní přiléhá 
difusní vrstva, která již pohyblivá je a její šířka závisí na iontové síle roztoku. Na rozhraní 
těchto dvou vrstev vzniká elektrokinetický (zeta) potenciál, jehož velikost je úměrná 
povrchové hustotě náboje na stěně kapiláry. Schéma vnitřního povrchu kapiláry je naznačeno 
na obr. 1.
Po vložení elektrického napětí dochází k pohybu hydratovaných vodíkových iontů směrem ke 
katodě, přičemž s sebou unáší veškerý roztok v kapiláře. Vzniká tak elektroosmotický tok. 
Nespornou výhodou elektroosmotického toku ve srovnání s laminárním prouděním 
hydrodynamického toku je pravoúhlý rychlostní profil v celém průřezu kapiláry (zobrazen 
na obr. 2), díky čemuž je příspěvek elektroosmosy k celkové disperzi separovaných zón 
minimální. 
Účinkem elektroosmotického toku dochází k migraci všech iontů (bez ohledu na náboj) ve 
stejném směru. Při negativním náboji na vnitřní stěně kapiláry se všechny ionty pohybují 
směrem ke katodě. Toto platí i pro anionty, neboť elektroosmotický tok podstatně převyšuje 
elektroforetickou mobilitu. Nejrychleji migrují kationty, účinek elektroosmosy i 
Obr. 2 Schéma rychlostního profilu elektroosmotického toku kapilárou (převzato z [25]).
Obr. 1 Schéma povrchu křemenné kapiláry s disociovanými silanolovými skupinami, vytvářejícími 
negativní náboj na vnitřní stěně kapiláry; k ní přiléhající nepohyblivá  Sternova vrstva a blíže středu 
kapiláry pak pohyblivá difusní vrstva (převzato z [25]).
18
elektroforetické migrace se sčítá. Neutrální molekuly se pohybují pouze vlivem 
elektroosmotického toku, nemohou tedy být separovány navzájem. U aniontů je pohyb 
zpomalován vlivem elektroforetické migrace, k detektoru se dostanou jako poslední.
Čas potřebný k transportu iontu od startovního ústí kapiláry po detektor se nazývá migrační. 
Je dán efektivní délkou kapiláry a rychlostí pohybu iontů. Rychlost pohybu závisí na 
použitém elektrolytu, vloženém napětí, elektroforetické pohyblivosti jednotlivých iontů, jejich 
tvaru a velikosti, koncentraci elektrolytu, resp. iontové síle, přídavku organického 
rozpouštědla a na pH elektrolytu.
Rychlost elektroosmotického toku lze regulovat a tím dosáhnout lepšího rozlišení 
separovaných látek či zkrácení času separace. Se zvyšujícím se pH roztoku roste i negativní 
náboj u stěny kapiláry a elektroosmosa se zrychluje. Vliv na rychlost elektroosmosy má i 
koncentrace nosného elektrolytu. S rostoucí koncentrací pufru dochází ke snížení potenciálu 
dvojvrstvy a tím ke snížení rychlosti elektroosmotického toku. Dalším způsobem, jak 
modulovat rychlost elektroosmosy, je změna intenzity elektrického pole, aplikace externího 
pole [34] či přídavek surfaktantů do pufru, které jsou následně buď permanentně nebo 
dynamicky navázány na vnitřní stěnu kapiláry [35].
3.2.1.3. Disperze
Elektroforetické separace jsou vždy doprovázeny jevy, které vyplývají z principu metody jako 
takové, či souvisí s použitou instrumentací. U kapilární elektroforesy patří mezi nejdůležitější 
produkce Jouleova tepla, podélná molekulární difuse, adsorpce na stěnu kapiláry a 
elektromigrační disperze. Hromadně jsou tyto jevy nazývány disperzními a jejich potlačení je 
v praxi velmi důležité. Způsobují totiž rozšiřování a deformaci píků, která vyplývá z rozdílů
v rychlostech jednotlivých molekul analytu během analýzy.
Jouleovo teplo
Jouleovo teplo je teplo vznikající ve vodiči průchodem elektrického proudu. Teplota 
elektrolytu uvnitř kapiláry není stejná, ale směrem k jejímu středu je vyšší než u stěn; vzniká 
gradient. Teplotní profil uvnitř kapiláry je parabolický, což má za důsledek nesymetrické 
rozmytí zóny vzorku. Přehřívání elektrolytu může mít navíc za následek destrukci 
termolabilních složek vzorku (např. denaturaci), tvorbu bublin a následný kolaps analýzy. 
Nárůst teploty elektrolytu v kapiláře oproti laboratorní teplotě závisí na vloženém napětí, 
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vodivosti pufru a rozměrech kapiláry; úpravou těchto veličin se dá generování Jouleova tepla 
omezit.
Difuse
Podélná molekulární difuse je způsobena koncentračním gradientem analytu v kapiláře           
s elektrolytem a projevuje se symetrickým rozmytím zón. Nadávkovaná zóna vzorku má 
zpočátku tvar ostrého schodu a s přibývajícím časem se stále více rozšiřuje podle Gaussova 
(normálního) rozdělení. Rozmytí píku v závislosti na čase je vidět na obr. 3. Difuse je 
nedílnou součástí kapilární elektroforesy a nelze ji odstranit; každý pokus o její snížení (např. 
zvýšením viskozity elektrolytu) má za následek pokles mobility.
Elektromigrační disperse
Zóna vzorku ovlivněná elektromigrační disperzí má charakteristický tvar pravoúhlého 
trojúhelníka. Vzniká tehdy, když je analyt natolik koncentrován, že podstatně ovlivní vodivost 




kde rs je relativní mobilita, ms efektivní mobilita vzorku a mb efektivní mobilita elektrolytu. 
Pokud je poměr mobilit nižší než 1 (tedy rs < 1), vodivost vzorku je nižší než vodivost 
základního elektrolyt a pík je frontující. Pokud jsou koncentrace základního elektrolytu a 
vzorku srovnatelné (tedy rs = 1), elektromigrační disperze nepřispívá k rozmytí vzorku. Pokud 
je relativní mobilita vyšší jež 1 (rs  > 1), vodivost zóny vzorku je vyšší než vodivost 
Obr. 3 Deformace píku difusí v čase; t1<t2<t3 (převzato z [25]).
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základního elektrolytu. Pík je chvostující. Tvary píků v závislosti na jejich relativní mobilitě 
jsou zobrazeny na obr. 4.
Adsorpce na stěnu kapiláry
Interakce vzorku s vnitřní stěnou kapiláry obvykle není u CZE žádoucí, protože snižuje 
účinnost separace. Neupravená kapilára s elektrolytem má ionizované skupiny, které               
z roztoku přitahují ionty opačných nábojů. Částečné navázání vzorku na kapiláru má za 
následek tvorbu chvostujících píků, úplná adsorpce analytu na vnitřní stěnu kapiláry pak jeho 
ztrátu. Proto se tento typ disperze obvykle snažíme potlačit. 
Někdy se však adsorpce na stěnu naopak využívá u selektivních separací, např. u 
elektrochromatografie [36].
3.2.1.4. Instrumentace
Výhodou kapilární zónové elektroforesy je jednoduchá instrumentace, CZE je dostupná pro 
většinu analytických laboratoří. Základními částmi CZE jsou separační kapilára, zdroj 
vysokého napětí, detektor a počítač s vyhodnocovacím programem. Zjednodušené vyobrazení 
instrumentálního uspořádání pro provádění CZE je uvedeno na obr. 5. Pro rutinní analýzy je 
zapotřebí více sofistikovaný, nejlépe automatizovaný přístroj.
Obr. 4 Typické profily zóny vzorku vzniklé elektromigrací. S značí zónu vzorku v čase 0, rs relativní 
mobilitu, c je koncentrace vzorku a t migrační čas (převzato z [25]).
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Separační kapilára
Separace probíhá v kapiláře, obvykle křemenné (dále např. skleněné či teflonové), pro větší 
mechanickou odolnost pokryté vrstvou polyimidu. Čím užší a delší kapilára je, tím větší 
separační účinnosti bývá dosaženo. Běžný vnitřní průměr kapiláry je v rozmezí 50 – 100 μm; 
takovéto rozměry snižují difusi komponent vzorku a usnadňují odvádění tepla, vzniklého
průchodem elektrického proudu. Délka kapiláry je nejčastěji v rozmezí 30 – 100 cm, výsledná 
účinnost je v rozmezí tisíců až milionů teoretických pater. Část kapiláry obvykle funguje jako 
měrná cela detektoru. 
Zdroj vysokého napětí
K maximálnímu využití potenciálu CE je nezbytné vložení napětí z vysokonapěťového 
stejnosměrného zdroje, řádově v desítkách kilovoltů. Zdroje umožňují měnit polaritu elektrod.
Detektor
Detektorů použitelných v CZE je celá řada. Mezi nejrozšířenější patří absorpční fotometrický 
detektor, používaný v UV/VIS oblasti (je součástí více než padesáti procent veškerých 
separací v CZE [25]), dále fluorescenční a vodivostní. Detekční okénko pro UV/VIS 
spektrofotometrii se vytvoří částečným odstraněním ochranné umělé hmoty na vnější stěně 
kapiláry (obvykle polyimidu), detekce tedy probíhá přímo uvnitř kapiláry (tzv. online 
Obr. 5 Schéma přístroje pro CZE. ZVN – zdroj vysokého napětí, D – detektor, SK – separační 
kapilára, PC – počítačová jednotka a Δh rozdíl hladin při gravitačním dávkování (upraveno podle 
[25]).
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detekční systém), zpravidla v blízkosti výstupního konce. Vlnovou délku lze nastavit, u 
detektoru s diodovým polem lze proměřit celé spektrum vzorku. Detekovat lze vzorek 
v dostatečné koncentraci (tzv. přímá detekce) či, pokud je odezva analytu nedostatečná, 
využívá se absorpce základního elektrolytu (tzv. nepřímá detekce).
Dávkování
Pro zajištění reprodukovatelnosti stanovení je třeba dávkovat definované malé objemy 
vzorku. Existují tři základní způsoby dávkování, přičemž žádný z nich není zcela ideální.
Gravitační způsob dávkování 
je nejjednodušší a nejméně přesný. Nádoba s pufrem, do které je ponořena separační kapilára, 
je zaměněna za nádobu se vzorkem. Ta je zvednuta do definované výšky oproti nádobě se
separačním pufrem se zanořeným druhým koncem kapiláry. Rozdíl hladin způsobí přetlak a 
tím i nasátí vzorku do ústí kapiláry. Nadávkovaný objem je přímo úměrný přetlaku.
Dávkování řízené tlakem 
je nejčastější způsob dávkování u komerčních přístrojů. Do uzavřené nádobky se separačním 
pufrem, do které je ponořena kapilára, je přiveden přetlak vzduchu či inertního plynu. Objem 
nadávkovaného vzorku je dán velikostí přetlaku a dobou dávkování.
Elektrokinetické dávkování 
U elektrokinetického dávkování je kapilára ponořena do nádoby se vzorkem, následně je na 
dvojici elektroforetických elektrod přivedeno vysoké napětí. Množství nadávkovaného vzorku 
je úměrné velikosti napětí, době dávkování a elektroforetické pohyblivosti. Nadávkované 
množství jednotlivých komponent vzorku neodpovídá jejich zastoupení v původní matrici, 
diskriminuje méně pohyblivé ionty.
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3.3. Teoretické vztahy k určení disociační konstanty metodou 
kapilární zónové elektroforesy
Stanovení disociační konstanty metodou CZE patří mezi běžně používané analytické metody. 
Je založeno na vztahu mezi efektivní mobilitou analytu a pH elektrolytů [37]. Principielně jde 
o řešení dvou rovnic se dvěmi neznámými; jednou neznámou je disociační konstanta, druhou 
limitní pohyblivost. Za předpokladu srovnatelné iontové síly elektrolytů jsou obě veličiny 
konstantami. Technicky se jedná o proměření závislosti efektivní mobility studovaného 
analytu na pH elektrolytů a následném proložení experimentálních hodnot regresní funkcí. 
Optimální regresní funkcí je teoreticky odvozený vztah mezi pH, disociační konstantou, 
limitní pohyblivostí a efektivní pohyblivostí. Grafickým zobrazením této závislosti je 
sigmoida. Následující odvození platí pro slabou jednosytnou kyselinu.
Pro slabou kyselinu ve vodném roztoku popisuje rovnováhu rovnice
HA + H2O ↔ H3O
+ + A-,
kde HA symbolizuje nedisociovanou formu jednosytné kyseliny a A- její anion. Této 








kde a značí aktivitu dané formy. Protože ke stanovení disociační konstanty používáme 
změřené hodnoty pH a efektivní mobilitu, úměrnou analytické koncentraci obou forem 








přičemž termodynamická a smíšená konstanta jsou ve vztahu
 A
*aa KK , (15)
kde γA- představuje aktivitní koeficient univalentního aniontu kyseliny. Vztah je platný za 
předpokladu jednotkového aktivitního koeficientu nedisociované formy kyseliny. Pro výpočet 






  , (16)
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kde A je konstanta, mající pro vodné roztoky a teplotu 25°C hodnotu 0,509 (mol dm-3) -1/2 a I
iontová síla roztoku. Použitelnost tohoto vztahu je přibližně do iontových sil 10-2 mol.dm-3. 
Iontová síla roztoku I je definována vztahem
I =
1
2 ∑ ci zi
2
, (17)




cHA+ cA- , (18)









* − pH . (20)
Za předpokladu konstantní iontové síly jsou μA- a pKa
* konstanty. Korekcí smíšené disociační 
konstanty a pohyblivosti aniontu na nulovou iontovou sílu elektrolytu získáme limitní 
pohyblivost aniontu a pravou termodynamickou disociační konstantu. Tento přepočet nebyl 
v experimentální části proveden, protože při iontových silách nosných elektrolytů, běžných 
v CZE, se pKa a pKa* od sebe liší o ± 0,01 jednotek pH (zjištěno podle [92]), což je na hranici 
přesnosti použité analytické metody. Nadto, v kontextu s výsledky experimentálních prací 





První zmínky o bilirubinu lze vysledovat až k polovině předminulého století. Název bilirubin 
použil Städeler v roce 1864 [40]; slovo bilirubin je odvozeno z latinských slov bilis (žluč) a 
ruber (červený). Strukturu určil Fischer v roce 1933 a v následujících letech jej poprvé 
syntetizoval [41]. Konjugace bilirubinu s kyselinou glukuronovou si všiml Talafant v roce 
1956 [42]; enzymy hemoxygenasu a biliverdinreduktasu popsal Tenhunen v letech 1968, resp. 
1970. O šest let později byla na základě rentgenové krystalografie odhalena konformace 
nekonjugovaného bilirubinu se šesti intramolekulárními můstky [43]. Dodnes se díky neustále 
se zdokonalujícím metodám dovídáme detailnější informace o bilirubinu a jeho vlastnostech. 
Největší úsilí je vynakládáno na prozkoumání fyzikálně-chemických vlastností bilirubinu, 
konkrétně na určení jeho disociačních konstant. Jejich znalost objasní chování bilirubinu        
v organismu za různých podmínek (různá pH, solubilizační podmínky...).
3.4.2. Struktura hemu
Hem (Fe-protoporfyrin IX) je nebílkovinná složka krevního barviva hemoglobinu (jehož je 
bilirubin hlavním rozpadovým produktem), která má schopnost reverzibilně vázat kyslík. 
Hemoglobin je složen ze čtyř hemových skupin a globinu, bílkovinné části molekuly. Každý 
hem je tvořen čtyřmi pyrolovými jádry, spojenými methenylovými můstky (-CH=) a centrálně 
navázaným kovem (Fe2+). Pyrolová jádra jsou substituována postranními řetězci, v případě 
nejrozšířenějšího z nich (hem b) jsou substituenty methyl, propionát a vinyl. Rozmístění 






















Výchozími látkami pro syntézu hemu jsou glycin a sukcinyl-CoA, k započetí syntézy je 
potřeba pyridoxalfosfát. Enzymem, který určuje 
rychlost syntézy hemu, je ALA-synthasa. Biosyntéza 
hemu probíhá v mitochondriích a cytosolu, nejvíce 
hemu vzniká v kostní dřeni a játrech, převážně během 
vzniku a vývoje červených krvinek [44].
3.4.4. Metabolity hemu
Fyziologicky dochází k rozpadu hemu ve slezině, 
odkud se nekonjugovaný bilirubin (UCB) dostává 
portálním řečištěm k játrům. Kromě UCB při 
katabolismu hemu vzniká řada odpadních produktů a 
právě játra je dokáží odstranit. 75-80 % produkce 
bilirubinu pochází z hemoglobinu z červených krvinek, 
zbývajících 20-25 % pak z ostatních hemoproteinů, 
jako jsou např. cytochrom a myoglobin. Denní 
produkce bilirubinu u dospělého člověka je přibližně 
4,4 ± 0,7 mg na kg tělesné hmotnosti [45].
Katabolismus hemoglobinu probíhá podle následujícího 
schématu: Železo a globin se reutilizují, hemová část je 
degradována v játrech, slezině a kostní dřeni. Enzym 
hemoxygenasa (HO) katalyzuje štěpení α-
methenylového můstku za vzniku biliverdinu (BV) a 
uvolnění oxidu uhelnatého. Oxid uhelnatý pochází        
z oxidace α uhlíku [46], toto místo je ze sterických 
důvodů nejlépe přístupné HO. Nahodile dochází ke 
štěpení i na jiném methenylovém uhlíku (viz dále). Poté 
dochází působením enzymu biliverdinreduktasy (BVR) 
k redukci methenylového můstku a tím ke vzniku 
bilirubinu [44]. Schéma metabolismu hemu je 
Obr. 7 Odbourávání hemu (upraveno 
podle [41]).
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zobrazeno na obr. 7. Reakce BVR je velmi rychlá, navíc se BVR v lidském těle vyskytuje      
v blízkosti HO, což vysvětluje, proč v plazmě BV nedetekujeme [41]. Konverze biliverdinu 
na bilirubin (BR) je energeticky náročný proces, zatížený rizikem metabolických chyb. Pro 
tento evoluční krok existují vysvětlení: Polární molekula biliverdinu neprostupuje placentou, 
u plodu by tedy docházelo k hromadění bilirubinu v těle a tím k potencionálnímu poškození 
organismu. Nepolární bilirubin naproti tomu prostupuje placentou prostou difusí i za pomoci 
aktivního transportu [47]. Další funkcí bilirubinu je jeho účast na eliminaci volných 
kyslíkových radikálů [48].
Většina UCB v plazmě (u dospělých 90%) se ihned pevně, ale reverzibilně váže na albumin 
[49]. Každá molekula albuminu má jedno místo s vysokou afinitou a jedno či více míst           
s nízkou afinitou (asi patnáctinásobně nižší) k UCB [50]. Zbývajících 10 % UCB je vázáno na 
apolipoprotein D [49]. Jen velmi malá část UCB není navázána na žádný z přenašečů. Tato 
frakce se nazývá volný nekonjugovaný bilirubin a při překročení koncentrace 70 nmol.dm-3 je 
toxická pro tkáně, nejvíce pro centrální nervovou soustavu [41].
V játrech BR disociuje od albuminu a pomocí transportérů je dopraven do cytoplasmy 
jaterních buněk. V cytoplazmě je navázán na jiné transportéry (protein Y a Z) a za jejich 
pomoci dopraven do endoplasmatického retikula, kde je konjugován [51].
Přirozený isomer bilirubinu je minimálně rozpustný ve vodě a jeho přímá exkrece do žluče je 
tak znemožněna; musí být převeden na polárnější formu. Děje se tak konjugací se sacharidem 
a to esterifikací propionátů bilirubinu, což je spojeno s uvolněním dvou vodíkových můstků. 
Většina konjugovaného bilirubinu je ve formě bisglukuronosylbilirubinu. Tato 
biotransformace s kyselinou glukuronovou mění trojrozměrnou strukturu bilirubinu a tím 
zvyšuje jeho rozpustnost ve vodném prostředí. Strukturní vzorec bisglukuronosylbilirubinu je 
vyobrazen na obr. 8.  Bisglukuronosylbilirubin tvoří asi 80% konjugátů bilirubinu, zbývající 
část je ve formě monoglukosiduronátů [52]. Celý proces od rozštěpení hemu až po konjugaci 
bilirubinu je poměrně rychlý, trvá 1-2 minuty [53].
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Konjugovaný BR je z hepatocytů (jaterních buněk) vyloučen do žluči proti koncentračnímu 
gradientu; následně prochází systémem žlučovodů do tenkého střeva a odtud do tlustého 
střeva, kde je dekonjugován [41]. Následuje redukce bilirubinu střevními bakteriemi na 
urobilinoidy, které jsou spolu s nemetabolizovaným BR vylučovány stolicí [54].
U člověka je prioritní vylučovací cestou bilirubinu exkrece zažívacím traktem. Bilirubinu se 
vyloučí 10 % z celkové denní produkce, urobilinoidů přibližně 50%. Zbytek bilirubinu je 
metabolizován na jiné, blíže nespecifikované produkty [55]. Rozklad BR na urobilinoidy tedy 
představuje hlavní katabolickou cestu bilirubinu.
3.4.5. Struktura bilirubinu
Bilirubin je nepolární lineární pigment, tvořený čtyřmi pyrolovými kruhy (A - D), 
propojenými methenylovými můstky. Kruhy A – B a C – D jsou planární struktury a vůči 
sobě jsou uspořádány tak, že připomínají vrtuli; lopatky vrtule jsou tvořeny dipyroly a 
spojeny jsou centrálním methenylovým můstkem, který svírá úhel 95° [56]. Vnější pyrolové 
struktury (A a D) nesou polární skupinu laktamu, na vnitřní cykly (B a C) je navázán 
propionát. Zbylá místa na pyrolových kruzích jsou obsazena asymetricky uspořádanými 
vinylovými a methylovými substituenty [44].
Přirozeně se vyskytující bilirubin je označován jako 4Z, 15Z – bilirubin IX, jeho struktura je 
zobrazena na obr. 9. 4Z, 15Z – bilirubin IX vzniká z izomeru IX protoporfyrinu rozštěpením 
α-methenylového můstku hemu, kde stereochemické uspořádání uhlíků v poloze 4 a 15 je v Z 
konfiguraci.
Obr. 8 (a) nahoře: Bismonoglukuronosylbilirubin. 
Sacharidy zvýšily rozpustnost bilirubinu ve 
vodném prostředí. (b) vpravo: Reálnější model 
struktury konjugovaného bilirubinu (převzato 
z [55]). 
29
Struktura a konfigurace 4Z, 15Z – bilirubinu IXα umožňuje vznik intramolekulárních 
vodíkových můstků. Vodíkové vazby vznikají mezi karboxylovými skupinami vnitřních a 
polárními skupinami vnějších pyrolových kruhů protilehlé poloviny molekuly, jak je 
naznačeno na obr. 9. Tyto vodíkové můstky způsobují významné konformační změny, 
protože brání expozici polárních skupin molekuly vodnému prostředí a zároveň zvyšují 
rigiditu celé molekuly. Právě tato konformace vysvětluje nepolární charakter bilirubinu a 
vysvětluje nutnost konjugace bilirubinu kyselinou glukuronovou, aby mohl být z těla 
vyloučen. Rozpustnost bilirubinu ve vodě je menší než 70 nmol.dm-3 [57]. Pokud dojde          
k ionizaci jedné z karboxylových skupin a jeden vodíkový můstek se přeruší, rozpustnost BR 
ve vodném prostředí bude částečně vyšší, nicméně ostatní vodíkové vazby drží molekulu ve 
3D konformaci [55].
Nekonjugovaný bilirubin se vyskytuje v několika typech izomerů: IXα, IXβ, IXγ a IXδ, 
pojmenovaných podle toho, který methenylový můstek hemu byl rozštěpen. Hlavním 
isomerem vyskytujícím se v plasmě je isomer IXα. Zbylé isomery nevytvářejí vnitřní 
vodíkové vazby, jsou proto rozpustnější a pro vyloučení žlučí nevyžadují konjugaci. Isomer 
IXβ byl ve větší míře zaznamenán v plazmě novorozenců [58], zbylé dva isomery jsou 
přítomny jen ve stopových množstvích [41].
Jiným typem isomerie je konfigurace, která opět vede ke změně polarity molekuly. Přirozený 
isomer 4Z, 15Z (označení z něm. „zusammen“) se snadno mění fotoexcitací na 4Z, 15E / 4E, 
15Z, příp. 4E, 15E isomery (označení z něm. „entgegen“) a to rotací o 180° okolo C4 nebo 
C15 [59]. Tyto intermediáty samovolně přecházejí zpět na původní 4Z, 15Z isoformu, ale 
isoforma 4E, 15Z může vytvořit cyklickou strukturu zvanou lumirubin, neschopnou jakékoli 
Obr. 9 Bilirubin IXα - 4Z, 15Z. Nahoře: konvenční 
tetrapyrolová struktura přirozeně se vyskytujícího bilirubinu 
IXα. Vpravo: planární zobrazení trojrozměrné konformace 
molekuly bilirubinu s vodíkovými můstky (...) (převzato 
z [55]).
    
30
další konfigurační změny. Tohoto principu se využívá u fototerapie patologické 
novorozenecké žloutenky [59].
Posledním typem isomerie jsou konstituční isomery. Vznikají samovolným rozštěpením 
molekuly na dva dipyrolové fragmenty a následnou asociací za opětovného vzniku 
tetrapyrolové struktury [60]. Molekula BR je asymetrická, proto existují konstituční isomery 
IIIα, IXα a XIIIα.
S výjimkou 4Z, 15Z – bilirubinu IXα nevytváří žádný z isomerů vodíkové můstky.
Byly objeveny dvě enantiomerické formy 4Z, 15Z – bilirubinu IXα, které mohou přecházet 
jedna ve druhou. Obě formy jsou stabilizovány šesti vodíkovými vazbami a byly popsány na 
základě krystalografických studií [60]. K přechodu z jednoho enantiomeru ve druhý je nutné 
zpřetrhat všech šest vodíkových můstků a znovu je sestavit, k čemuž je zapotřebí energie o 
velikosti 17,9 ± 0,5 kcal.mol-1 [61].
3.4.6. Fyzikální vlastnosti bilirubinu
Bilirubin je nepolární lineární tetrapyrol oranžové až červené barvy, za laboratorních 
podmínek pevného skupenství, tvořící monoklinické hranoly. Sumární vzorec bilirubinu je 
C33H36N4O6, relativní molekulová hmotnost 584,26348. Rozpustnost ve vodných roztocích je 
menší než 70 nmol.dm-3 [57], se zvyšující se bazicitou roztoku rozpustnost vzrůstá [62]. Ve 
vodě vytváří koloidní roztoky a filmy. Molekula je dobře rozpustná v nepolárních 
rozpouštědlech, jako jsou např. DMSO, formamid, acetonitril [63]. Molekula bilirubinu tvoří 
amidy a estery; estery jsou sloučeniny více polární, protože jejich vznik je spojený s úbytkem 
vodíkových můstků, které jsou zodpovědné za hydrofobicitu molekuly. Bilirubin je amfolyt, 
avšak díky vodíkovým intramolekulárním vazbám, spojujícím všechny polární skupiny 
bilirubinu, se projevuje lipofilně. 
3.5. Ranarubin
Ranarubin patří mezi málo prozkoumané deriváty bilirubinu. Svůj název získal podle rodu 
žab, u kterých byl objeven (Rana catesbeiana) [64]; zatím není známo, zda je u nich jediným 
produktem odbourávání hemu [64, 65]. Zájem o ranarubin (neboli bilirubin-C10-sulfonovou 
kyselinu) vyplývá právě ze strukturní podobnosti s bilirubinem, která je zřejmá z obr. 10. 
Rozdíl mezi ranarubinem a bilirubinem je přítomnost sulfonové skupiny u ranarubinu, která 
zapříčiňuje jeho podstatně větší rozpustnost v polárních rozpouštědlech. Ranarubin je díky 
své vyšší polaritě nadějným modelem pro studium fyzikálně-chemických vlastností 
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bilirubinu, jako jsou např. disociační konstanty karboxylových skupin. Předpokladem je, že 
SO3H skupina hodnoty disociačních konstant výrazně neovlivňuje. Znalost fyzikálně-
chemických charakteristik bilirubinu by usnadnila pochopení interakcí nekonjugovaného 
bilirubinu s dalšími molekulami a predikci těchto interakcí při změnách pH.
Obr. 10 Strukturní vzorec ranarubinu (bilirubin-C10-sulfonové kyseliny), hlavního žlučového pigmentu 
ve žluči skokana volského (převzato z [64]).
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4. Cíle diplomové práce
Cílem této diplomové práce bylo ověřit možnost využití kapilární zónové elektroforesy pro 
určení disociačních konstant bilirubinu a ranarubinu a dále sledování stability vodných 




K přípravě elektrolytu byl použit tetraboritan disodný Na2B4O7·10H2O (p. a., Lachema, Česká 
republika), k upravení pH elektrolytu pak dihydrogenfosforečnan sodný NaH2PO4.H2O (p. a., 
Lachema, Česká republika) a hydroxid sodný NaOH (p. a., Lachema, Česká republika). Pro 
proměření mobility v kyselé oblasti byly jako nosné elektrolyty použity roztoky kyseliny 
octové CH3COOH (p. a., Lach-Ner, s.r.o., Česká republika) a kyseliny fosforečné H3PO4 (p. 
a. Lachema, Česká republika), upravené NaOH. K určení elektroosmotického toku sloužila 
thiomočovina (NH2)2CS (p. a., Lachema, Česká republika). K rozpuštění vzorku bilirubinu 
byl použit acetonitril CH3CN (čistota ≥ 99,9%, Merck, Spolková republika Německo). Ke 
kalibraci pH metru byly použity pufry Fluka Analytical (Sigma-Aldrich Chemie, Spolková 
republika Německo) o hodnotách 4,00; 7,00; 10,00. Všechny roztoky byly připraveny             
z deionizované vody. 
Vlastní vzorky a jejich příprava
Bilirubin
Nekonjugovaný bilirubin (Frontier Scientific, Inc., Spojené státy americké) byl purifikován 
A. Čepou (Katedra organické chemie, PřFUK) modifikací metody McDonagha a Assisi [88]. 
UCB byl rozpuštěn v chloroformu, přiveden k varu, po zchladnutí přefiltrován a promyt 
vodou, 0,1M NaHCO3 a 0,1M NaCl v objemových poměrech 5:2:2. Po vytvoření rozhraní byl 
supernatant odstraněn, přidán Na2SO4 a roztok s krystalky Na2SO4 odstředěn (1800 rpm). 
Chloroformový roztok s UCB byl následně zfiltrován a opět přiveden k varu. Za stálého 
míchání byl k roztoku přidáván metanol. Po vychladnutí byl výsledný roztok centrifugován a 
supernatant byl odstraněn. Vzniklá oranžová sraženina byla promyta metanolem, horní fáze 
byla opět odstraněna, výsledný UCB lyofilizován, uložen do exsikátoru a na závěr v tmavé 
nádobě umístěn do mrazícího boxu.
Ranarubin
Ranarubin byl připraven L. Lešetickým (Katedra organické chemie, PřFUK) modifikací 
metody [83] z biliverdin hydrochloridu (Frontier Scientific, Inc., Spojené státy americké).     
V atmosféře argonu byl biliverdin hydrochlorid, rozpuštěný v butanolu, smíchán s roztokem 
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hydrogensiřičitanu sodného v butanolu a míchán dvě hodiny. Poté byl přidán síran sodný 
(srážecí činidlo), druhý den byl roztok zfiltrován, vysrážen THF, odstředěn a převeden do 
atmosféry argonu. Výsledný ranarubin byl pevného skupenství.
5.2. Přístroje
Měření pH bylo provedeno za pomoci digitálního pH metru 4430 (Jenway LTD, Británie). 
Kalibrace pH metru byla prováděna třemi pufry o hodnotách 4,00; 7,00 a 10,00.
Vodivost roztoků byla proměřena konduktometrem IONcheck 30 (Radiometer Analytical S. 
A., Francie).
Experimenty probíhaly na nekomerčním přístroji pro kapilární zónovou elektroforesu, jehož 
součástí je spektrofotometrický detektor (Spectra 100 HPLC UV-VIS Detector, Spectral-
Physics, Spojené státy americké) s deuteriovou výbojkou a zdroj vysokého napětí (HCN 35-
35000, Feg Elektronik GMBH, Spolková republika Německo). Součástí aparatury je počítač 
s programem LabVIEW 8 (National Instruments, Spojené státy americké) sloužící ke sběru 
dat a program Clarity 3.0 (DataApex, Česká republika), sloužící k vyhodnocování a 
zobrazování výsledků. Všechny vzorky byly dávkovány hydrodynamicky s rozdílem hladin 
10 cm (tj. přetlak 981 Pa).
K separaci docházelo v křemenných kapilárách (Silica Tubing et Optical Fibers, Slovenská 
republika) s vnitřním průměrem 75 μm, vnějším průměrem 375 μm, celkovou délkou kapiláry 
65 cm a efektivní délkou kapiláry 44 cm. 
Kalibrační křivka pro stanovení UCB byla proměřena za pomoci spektrofotometru Evolution 
60S UV-Visible (Thermo Scientific, Spojené státy americké) a křemenných kyvet s šířkou 
1,000 cm. Součástí spektrofotometru byl počítač s programem Vision Lite 2.2. (Clemex 
Technologies inc., Kanada).
Ke zobrazení strukturních vzorců byly použity programy ChemDraw Ultra 11.0. 
(CambridgeSoft Corporation, Británie) a Inventor Professional 2011 (Autodesk, Spojené státy 
americké).
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5.3. Experimentální podmínky a postupy
Určení disociační konstanty nekonjugovaného bilirubinu
K určení pKa UCB pomocí kapilární zónové elektroforesy bylo rozpuštěno 1,7 mg 
přečištěného vzorku bilirubinu v 600 μl acetonitrilu a doplněno 20mM borátovým pufrem na 
celkový objem 3 ml. K roztoku UCB byly následně přidány 2 mg thiomočoviny. Před 
začátkem každé série experimentů byl výsledný roztok zfiltrován přes stříkačkový filtr 
Anotop 25 (0,02 μm, Whatman plc, Británie). Nebyl používán roztok bilirubinu a 
thiomočoviny starší deseti hodin a mezi jednotlivými měřeními byl vzorek v atmosféře 
argonu. Nosným elektrolytem byl borátový pufr, jehož pH bylo za pomoci pH metru 
upravováno nasyceným roztokem NaOH nebo pevným hydrogenfosforečnanem sodným. 
Vodivost elektrolytu byla následně upravena na vodivost rovnou konduktivitě čistě 
borátového pufru (3,73 mS.cm-1) deionizovanou vodou. Na závěr bylo zkontrolováno pH. Při 
analýze UCB bylo použito napětí 20 kV a vlnová délka pro detekci 220 nm. Pro každé pH 
nosného elektrolytu byl vzorek proměřen třikrát, do grafu byl vynesen medián. Složení 
použitých nosných elektrolytů je uvedeno v tabulce 1.
Složení pufrů pH*
20mM tetraboritan sodný + dihydrogenfosforečnan sodný 8,3
20mM tetraboritan sodný + dihydrogenfosforečnan sodný 8,5
20mM tetraboritan sodný + dihydrogenfosforečnan sodný 8,7
20mM tetraboritan sodný + dihydrogenfosforečnan sodný 8,9
20mM tetraboritan sodný + dihydrogenfosforečnan sodný 9,0
20mM tetraboritan sodný + dihydrogenfosforečnan sodný 9,1
20mM tetraboritan sodný 9,3
20mM tetraboritan sodný + nasycený NaOH 9,5
20mM tetraboritan sodný + nasycený NaOH 9,6
* Hodnota změřena po úpravě vodivosti.
Tab. 1 Složení nosných elektrolytů, použitých k určení disociační konstanty UCB.
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Určení disociační konstanty ranarubinu
K určení pKa ranarubinu pomocí CZE byl použit vzorek ranarubinu o koncentraci 0,1 mg/ml 
v deionizované vodě. K proměření škály pH byly jako nosné elektrolyty používány octanový, 
fosfátový a borátový pufr; pH všech nosných elektrolytů byla stanovena za pomoci pH metru, 
jejich vodivost byla následně upravena deionizovanou vodou na hodnotu vodivosti nejméně 
vodivého elektrolytu, tj. 20mM fosfátového pufru o pH 5,05 (1300 μS.cm-1) a na závěr bylo 
pH opět zkontrolováno pH metrem. Zásobní roztok byl uchován v inertní atmosféře a nebyl 
používán vzorek starší deseti hodin. Při analýze ranarubinu bylo použito napětí 20 kV a 
vlnová délka pro detekci 220 nm. Složení použitých nosných elektrolytů je uvedeno v tabulce 
2.
Složení pufrů pH*
30mM kyselina octová + nasycený NaOH 4,2
30mM kyselina octová + nasycený NaOH 4,7
20mM kyselina fosforečná + nasycený NaOH 5,2
20mM kyselina fosforečná + nasycený NaOH 6,1
20mM kyselina fosforečná + nasycený NaOH 7,1
20mM tetraboritan sodný + dihydrogenfosforečnan sodný 8,2
20mM tetraboritan sodný + dihydrogenfosforečnan sodný 9,2
20mM tetraboritan sodný + nasycený NaOH 10,4
* Hodnota změřena po úpravě vodivosti.
Pro podrobnější proměření oblasti pH v okolí pKa ranarubinu byly použity nosné elektrolyty 
uvedené v tabulce 3. 
Tab. 2 Složení nosných elektrolytů, použitých k určení disociační konstanty ranarubinu.
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Složení pufrů pH*
30mM kyselina octová + nasycený NaOH 4,72
30mM kyselina octová + nasycený NaOH 4,87
20mM kyselina fosforečná + nasycený NaOH 5,05
20mM kyselina fosforečná + nasycený NaOH 5,16
20mM kyselina fosforečná + nasycený NaOH 5,34
20mM kyselina fosforečná + nasycený NaOH 5,61
* Hodnota změřena po úpravě vodivosti.
Monitorování stability UCB pomocí CZE
Ke sledování stability bilirubinu pomocí CZE bylo rozpuštěno 1 mg bilirubinu a 2 mg 
thiomočoviny v 600 μl acetonitrilu a doplněno 2,4 ml 20mM borátového pufru. Roztok byl
zfiltrován a ihned proměřen na elektroforese, kde byl 20mM borátový pufr nosným 
elektrolytem. Měření se provádělo ve zvolených časových intervalech, vždy jedenkrát, při 
vloženém napětí 20 kV a vlnové délce pro detekci 220 nm. Mezi jednotlivými měřeními byl 
vzorek za běžných laboratorních podmínek.
Monitorování stability ranarubinu pomocí CZE
Ke sledování stability ranarubinu byl jako nosný elektrolyt použit roztok 20mM kyseliny 
fosforečné a NaOH, upravený na pH 5,05; ranarubin byl rozpuštěn v destilované vodě na 
koncentraci 0,1 mg/ml. Měření se provádělo v hodinových intervalech, při vloženém napětí 
20 kV a vlnové délce pro detekci 220 nm. Mezi jednotlivými měřeními byl vzorek ponechán 
za běžných laboratorních podmínek.
Určení kalibrační závislosti nekonjugovaného bilirubinu
Kalibrační závislost pro bilirubin byla dále používána pro hodnocení aktuální rozpustnosti 
bilirubinu v použitých roztocích. K proměření závislosti absorbance na koncentraci bilirubinu 
bylo naváženo 0,5 mg bilirubinu, který byl rozpuštěn v 600 μl acetonitrilu a doplněn 
Tab. 3 Složení nosných elektrolytů, použitých k přesnému určení pKa ranarubinu.
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borátovým pufrem na celkový objem 3 ml. Takto připravený zásobní roztok byl dále ředěn na 
požadované koncentrace. Jako slepý roztok byl použit roztok 600 μl acetonitrilu a 2400 μl 
borátového pufru. Absorpční spektrum bylo proměřeno v oblasti 200 – 500 nm pro každou     
z koncentrací; hodnota absorbance bilirubinu, použitá k sestavení kalibrační přímky, 
odpovídala vlnové délce 446 nm (lokální maximum, typické pro bilirubin). Absorpční spektra 
UCB byla proměřena během 30 minut, mezi jednotlivými měřeními byl vzorek bilirubinu 
ponechán v běžných laboratorních podmínkách.
Příprava kapiláry pro CZE
Nová kapilára byla promyta 0,1 M roztokem NaOH po dobu 5 minut a následně stabilizována 
promytím 20mM borátovým pufrem po dobu 20 minut při vloženém napětí (5 kV). Po 
stabilizaci byla kapilára krátce propláchnuta aktuálně používaným nosným elektrolytem.
Pro konstrukci grafů byl použit program Origin 8 (OriginLab, Spojené státy americké).
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6. Výsledky a diskuze
6.1. Monitorování stability UCB
Bilirubin absorbuje ve viditelném spektru. Pokud je exponován vzduchem, dochází k jeho 
izomerizaci, fotooxidaci bilirubinu na biliverdin a vzniku dalších polárních mono- a 
dipyrolových produktů. Všechny tyto změny vedou ke zvýšení polarity bilirubinu. Tento 
princip se využívá při léčbě patologické novorozenecké hyperbilirubinemie, proto je 
sledování fotodegradace a oxidace bilirubinu věnována značná pozornost [87, 89, 90]. 
Závislost relativního úbytku bilirubinu v borátovém pufru ve zvolených časových intervalech 
je uvedena na obr. 11. Byly odečítány poměry velikostí odezev vlastního bilirubinu a 
standardu (thiomočovina). Analýza byla prováděna v 20mM tetraboritanu sodném, vzorek byl 
nejprve přefiltrován a následně mezi jednotlivými analýzami ponechán za běžných 
laboratorních podmínek.
 Pomì r ploch
Pomì r výšek
Exponenciála pomì ru ploch
Exponenciála pomì ru výšek






















 = 51,5 hod
Obr. 11 Graf závislosti relativního úbytku vzorku bilirubinu v borátovém pufru vůči standardu 
(thiomočovina); měřeno ve zvolených časových intervalech. Použitý nosný elektrolyt 20mM 
tetraboritan sodný. Vložené napětí 20 kV, použitá vlnová délka pro detekci 220 nm.
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Z grafu stability bilirubinu je zřejmý úbytek bilirubinu v čase a to jak relativním snížením 
intenzity odezvy tak plochy píku. Za 24 hodin dojde k degradaci necelé třetiny bilirubinu, což 
odpovídá výsledkům získaných spektrální metodou využívající reakci bilirubinu 
s diazoniovou solí [87].
6.2. Monitorování stability ranarubinu
O stabilitě ranarubinu nebyla dosud publikována žádná studie. Přesto je ranarubinu, jakožto 
modelové molekule pro zkoumání fyzikálně-chemických vlastností bilirubinu, věnována 
značná pozornost. Graf závislosti úbytku ranarubinu v čase je uveden na obr. 12.
Ranarubin byl detegován při vlnové délce 220 nm a vloženém napětí 20 kV. Analýza byla 
prováděna ve fosfátovém pufru o pH 5,05.

















 = 235 min 
Obr. 12 Graf závislosti úbytku vzorku ranarubinu v destilované vodě (c = 0,1 mg.dm-3); měřeno 
v hodinových intervalech pomocí CZE. Použitý nosný elektrolyt: fosfátový pufr o pH 5,05; vložené 
napětí 20 kV, použitá vlnová délka pro detekci 220 nm. Mezi jednotlivými analýzami byl vzorek 
ponechán za běžných laboratorních podmínek. 
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V grafu je uveden procentuální úbytek z plochy píku ranarubinu. Během 235 minut došlo za 
běžných laboratorních podmínek ke snížení plochy píku ranarubinu na polovinu.
Z odečtených poločasů rozkladu ranarubinu (235 min) a bilirubinu (51,5 hod) je zřejmé, že 
degradaci za přístupu světla a vzduchu podléhá ranarubin několikanásobně rychleji. V praxi je 
proto nezbytné používat metody analyzující ranarubin v řádech minut nebo během 
experimentu zamezit expozici vzorku světlu a zabránit přístupu vzduchu. Příprava čerstvého 
roztoku ranarubinu před každým experimentem je důležitá.
6.3. Určení kalibrační závislosti pro nekonjugovaný bilirubin
Na spektrofotometru byla změřena spektra roztoku bilirubinu ve 20% acetonitrilu, doplněném  
borátovým pufrem o pH 9,3. Maximální absorbance byla změřena při 446 nm; tato vlnová 
délka byla použita k odečtu absorbance při určování kalibrační závislosti. Vliv acetonitrilu na 
rozpustnost BR dosud nebyl publikován, nicméně absorpční spektrum bilirubinu v acetonitrilu 
odpovídá spektru BR v 1% NH4OH v metanolu (λmax = 452 nm) [83]. UV/VIS absorpční 
spektrum 160μM roztoku bilirubinu je uvedeno na obr. 13. Zjištěná kalibrační závislost je 
uvedena na obr. 14.
















Obr. 13 UV/VIS spektrum roztoku 160μM bilirubinu ve 20% acetonitrilu, doplněném 20mM 
tetraboritanem sodným. Proměřeno rozmezí 200-500 nm, pro bilirubin charakteristické lokální 
maximum při 446 nm.
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Z absorpčního spektra bilirubinu je zřejmá vysoká absorbance v oblasti vlnových délek 200-
250 nm. Tato oblast není typická pro molekulu bilirubinu, ale poskytuje větší odezvu, a proto 
byla vlnová délka 220 nm využita ke studiu vlastností bilirubinu i ranarubinu pomocí CZE.



















Equation y = a + b*x
Adj. R-Square 0,99174
6.4. Stanovení disociační konstanty nekonjugovaného bilirubinu
UCB existuje ve vodném roztoku ve třech formách, které jsou neustále v rovnováze: H2B, 
HB- a B2-. Poměr zastoupení jednotlivých forem je pochopitelně závislý na pH roztoku a na 
pKa UCB. Každá z forem se liší svými vlastnostmi i funkcemi, které v organismu v různých 
tkáních a tělních tekutinách vykonává [66]. H2B volně prochází přes lipidovou membránu 
[67], HB- je hlavní substrát pro aktivní přenos UCB ABC transportéry [68] a HB2- se 
přednostně váže k albuminu [69], apolipoproteinu D [70] i ligandinu [71]. 
Obr. 14 Kalibrační závislost roztoku bilirubinu ve 20% acetonitrilu, doplněném 20mM tetraboritanem 
sodným. Slepý roztok 20% acetonitril a 20mM tetraboritan sodný. K odečtu absorbance použitá vlnová 
délka 446 nm.
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Mezi experimentálně zjištěnými pKa hodnotami UCB jsou obrovské rozdíly, v závislosti na 
použité metodě [72]. Ve většině studií jsou určeny pKa hodnoty UCB nižší než 7,0,                 
v některých dokonce nižší 5,0 [72], zatímco jiné studie naznačují, že hodnoty pKa budou 
podstatně vyšší, 8,12 a 8,44 [73, 74], či dokonce 9,3 [75]. Důvodem natolik odlišných 
výsledků je velmi nízká rozpustnost UCB (pro pH ≤ 7,8 je rozpustnost < 0,1 μM [76]) a 
rychlá degradace UCB na polárnější deriváty s mnohem vyšší rozpustností ve vodných 
roztocích a s rozdílnými acidobazickými vlastnostmi [77].
Ačkoli je práce s UCB obtížná, řadě možných chyb měření se dá předcházet striktním 
dodržováním experimentálních podmínek [78]. Mezi ně patří: 1) Přečištění UCB před jeho 
experimentálním využitím a následná kontrola kvality chromatografickou či spektrální 
metodou; 2) Vzorek by neměl být skladován ve formě zásobního roztoku ani inkubován, aby 
nedocházelo k degradaci UCB na jeho polárnější deriváty; 3) Měření by měla být prováděna 
až po dosažení rovnováhy všech iontových forem UCB. Ta by měla být ustanovena rychle, 
aby se zabránilo degradaci UCB; 4) Roztok UCB by neměl být přesycen, aby nedocházelo     
k ovlivnění výsledků případnými agregáty či nerozpuštěnými částečkami UCB; 5) Vzorek by 
neměl být vystaven světlu ani kyslíku a být proměřen v krátkém časovém období.
K určení disociačních konstant UCB byla použita řada metod. V tabulce 4 jsou uvedeny 
výsledky studií, které většinu výše uvedených podmínek splnily, avšak i přesto zjištěné 




Použitá metoda pKa Možná chyba [78]
[79] Spektrofotometrická titrace pKa1 = 5,2; pKa2 = 
5,9
Chybí experimentální údaje
[80] Spektrofotometrická titrace pKa = 7,1 Použity deriváty UCB
[81] Spektrofotometrická titrace pKa1 = 6,0; pKa2 = 
8,3
pKa1 určeno aproximací
[82] Potenciometrická titrace pKa1 = 4,4; pKa2 = 
5,0
Roztok nebyl přefiltrován
[75] Měření rozpustnosti UCB v 
závislosti na pH
pKa1 = 6,8; pKa2 = 
9,3
Obtížnost dosažení rovnováhy 
při rozpouštění krystalu UCB
[84] Titrace v nevodném 
prostředí (DMF)
pKa1 = 4,3; pKa2 = 
5,3
Roztok nebyl přefiltrován, 
použito organické rozpouštědlo
[85] Titrace v nevodném 
prostředí (DMSO)
pKa = 4,4 Roztok nebyl přefiltrován, 
použito organické rozpouštědlo
[86] Titrace v částečně 
nevodném prostředí 
(DMSO)
pKa1 = 4,2; pKa2 = 
4,9
Použit derivát UCB, 
dlouhotrvající analýza (NMR), 
použito organické rozpouštědlo
[74] Rozdělovací rovnováhy 
CHCl3 - voda
pKa1 = 8,12; 
pKa2 = 8,44
Použito organické rozpouštědlo
[72] Spektrofotometrická titrace 
konjugovaného bilirubinu
pKa = 4,4 - 5,4 Použit konjugát bilirubinu, 
roztok nebyl přefiltrován
Potíže s jednoznačným určením hodnoty pKa bilirubinu jsou z výše uvedených studií zřejmé. 
Důvodem je nízká rozpustnost UCB ve vodných roztocích a jeho rychlá degradace. Problém 
s nízkou rozpustností je řešen několika způsoby: stanovením v částečně či zcela nevodném 
prostředí, ve kterém je UCB více rozpustný [84-86], využitím polárnějších derivátů [80] či 
Tab. 4 Seznam experimentálních studií, zabývajících se určováním disociačních konstant UCB. 
Upraveno podle [78].
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konjugátů UCB [72]. Nestabilitu UCB lze minimalizovat uchováváním vzorku ve tmavých 
nádobách pod inertním plynem a proměřením v krátkém časovém intervalu.
Při určování disociačních konstant nekonjugovaného bilirubinu metodou kapilární zónové 
elektroforesy byly splněny všechny známé podmínky, popsané výše. Nebylo třeba pracovat    
s konjugáty či deriváty UCB ani používat organická rozpouštědla, která by případně mohla 
vést k přerušení vodíkových můstků, změně 3D struktury, odkrytí polárních skupiny molekuly 
a tím i ke změně pKa hodnot karboxylových skupin UCB. Jako nesporné výhody CZE ke 
stanovení disociační konstanty UCB se projevily malá spotřeba vzorku, analýza UCB přímo 
ve vodném prostředí, vysoká rychlost analýzy, čímž se minimalizuje úroveň degradace 
bilirubinu a vzhledem ke vzájemné separaci všech složek vzorku je možné v principu 
pracovat i s ne zcela čistými látkami. Ukázkový elektroferogram UCB a thiomočoviny 
v nosném elektrolytu o pH 8,8 je uveden na obr. 13.



















Obr. 15 Elektroferogram UCB a thiomočoviny pro pH nosného elektrolytu 8,8. Vložené napětí 20 kV, 
detekce při 220 nm.
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Ze všech získaných elektroferogramů byly odečteny migrační časy bilirubinu (tmig) a 
thiomočoviny (tEOF), sloužící jako marker elektroosmotického toku. Efektivní elektroforetické 










Závislost efektivní elektroforetické mobility UCB na pH nosného elektrolytu je uvedena na 
obr. 16. Pro každé pH nosného elektrolytu byla provedena nejméně tři opakování, do grafu 
byl zanesen medián. Největší odchylka od mediánu odpovídala 3% z naměřené hodnoty, 
proto jsou v grafu zaneseny chybové úsečky, přičemž skutečná hodnota leží minimálně s 97% 
pravděpodobností uvnitř stanoveného intervalu.
Z grafu je zřejmá klesající závislost mobility bilirubinu na pH nosného elektrolytu, přičemž 
hodnota inflexního bodu křivky odpovídá pKa* bilirubinu. K proložení naměřených bodů byla 
použita Boltzmannova sigmoida. Jedná se o nejběžnější sigmoidální funkci, která popisuje 
naměřené hodnoty s nejmenší odchylkou (R2 = 0,99464). Odečtená hodnota pKa* byla 9,0. 
Vzorek bilirubinu se i při pH 8,3 nepohybuje současně s elektroosmotickým tokem, má 
zbytkovou mobilitu (-3,5487.10-4 cm2V-1s-1). To lze vysvětlit tím, že i při pH 8,3 je bilirubin 
ve formě aniontu; přechod z formy H2A na HA
- je zřejmě v kyselejší oblasti a naměřená 
hodnota pKa* 9,0 odpovídá druhému disociačnímu stupni bilirubinu, pKa2*. K určení hodnoty 
prvního disociačního stupně nekonjugovaného bilirubinu kapilární zónová elektroforesa 
posloužit nemůže, protože při pH nosného elektrolytu menším než 8,3 dochází díky 
nedostatečné rozpustnosti k jeho vysrážení a k ucpávání kapiláry. Řešením by bylo použít 
organické rozpouštědlo jako součást nosného elektrolytu, což by však výrazně ovlivnilo 
acidobazické chování bilirubinu.
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Equation y = A2 + (A1-A2)/(1 + exp((x-x0)/dx))
Adj. R-Squ 0,99464
Value Standard Er
B A1 -3,54273E-4 1,96454E-6
B A2 -4,38564E-4 1,9123E-6
B x0 8,98266 0,01269
B dx 0,11728 0,01387
Z principu určování disociačních konstant metodou CZE nemohou být inflexní body dokonale 
odděleny, pokud jsou od sebe vzdáleny méně než dvě jednotky pH [92]. Podle t-testu není 
mezi mediány mobilit BR pro pH 8,3 a 8,5 statisticky významná odlišnost pro koeficient 
spolehlivosti 0,95 [91], tedy spojnice obou bodů je rovnoběžná s osou x. Z toho vyplývá, že 
pKa1* je nejméně o dvě jednotky nižší než pKa2* a A
2- a H2A nekoexistují v roztoku společně. 
Tomuto závěru odpovídá studie Ostrowa [75], podle které jsou od sebe pK konstanty UCB 
vzdáleny o 2,5 jednotky pH. 
6.5. Stanovení disociační konstanty ranarubinu
Acidobazické chování ranarubinu v závislosti na pH okolního prostředí bylo sledováno za 
pomoci kapilární zónové elektroforesy. Během měření byl kladen důraz na minimalizaci
kontaktu vzorku ranarubinu se vzduchem a světlem. Testované bylo pH v rozmezí 4,2 – 10,4 
a následně podrobněji v oblasti 4,72 – 5,61. Pro každé pH nosného elektrolytu byly provedeny 
Obr. 16 Závislost mobility UCB na pH nosného elektrolytu. Měřeno 20 kV a detegováno při 220 nm. 
Odečteno pKa* 9,0.
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tři měření a z výsledných elektroferogramů vypočteny efektivní elektroforetické mobility 
ranarubinu (podle (21)). Ukázkový elektroferogram vzorku ranarubinu pro pH nosného 
elektrolytu 5,16 je uveden na obr. 17.


















Mediány hodnot efektivních pohyblivostí ranarubinu byly vyneseny do obr. 18 v závislosti na 
pH hodnotách základních elektrolytů. Pro žádný z mediánů nebyla zaznamenána odchylka 
větší tří procent. Aplikací regresní funkce (Boltzmannova sigmoida) do grafu s hrubší škálou 
pH byla získána křivka, jejíž inflexní bod (tedy pKa*) nabývá hodnoty pH 5,1. Detailní 
závislost změny elektroforetické pohyblivosti na pH je uvedena na obr. 19. Naměřenými 
hodnotami byla proložena Boltzmannova sigmoidální křivka, v inflexu byla odečtena hodnota 
pKa* byla upravena na 4,98. Rozdíl jednoho desetinného místa v určování pKa* oproti 
předchozímu měření je na hranici dosažitelné přesnosti CZE. Další studie, určující pKa
ranarubinu, dosud nebyly publikovány.
Obr. 17 Elektroferogram ranarubinu, pro pH nosného elektrolytu 5,16. Vložené napětí 20 kV, detekce 
při 220 nm.
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Equation y = A2 + (A1-A2)/(1 + exp((x-x0)/dx))
Adj. R-Square 0,98977
Value Standard Error
B A1 -2,3854E-4 2,0439E-5
B A2 -6,74129E-4 8,67076E-6
B x0 5,12818 0,03265
















Equation y = A2 + (A1-A2)/(1 + exp((x-x0)/dx))
Adj. R-Squar 0,98689
Value Standard Error
m A1 -2,55419E-4 6,09624E-5
m A2 -5,83758E-4 1,90246E-5
m x0 4,98246 0,06409
m dx 0,15873 0,05878
Obr. 18 Závislost mobility ranarubinu na pH nosného elektrolytu. Vloženo napětí 20 kV a detegováno 
při 220 nm. 
Obr. 19 Podrobně proměřená závislost mobility ranarubinu na pH nosného elektrolytu. Spektrální 
detekce při 220 nm, vložené napětí 20 kV. Odečteno pKa * 4,98.
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7. Závěr
V této diplomové práci byly shrnuty nejdůležitější informace o bilirubinu a jeho derivátu 
ranarubinu a prozkoumány možnosti využití kapilární zónové elektroforesy ke stanovení 
kyselých disociačních konstant propionátových karboxylů obou molekul a ke sledování 
stability vodných roztoků nekonjugovaného bilirubinu a ranarubinu.
Bilirubin je v experimentálních studiích obvykle popisován jako nestabilní, snadno 
oxidovatelná a vysoce fotosenzitivní látka. Toto bylo potvrzeno – poločas rozpadu bilirubinu 
byl stanoven na 51,5 hodiny. Stabilita ranarubinu, polárnějšího derivátu bilirubinu podobné 
struktury, nebyla dosud určována; za pomoci CZE se podařilo zjistit, že se jedná o molekulu 
ještě méně stabilní (poločas rozpadu 235 minut). Při laboratorní praxi je tedy zapotřebí 
k analýze obou molekul používat dostatečně rychlé analytické metody a zabránit expozici 
analytu světlem a vzduchem.
K určení disociačních konstant UCB byla dosud použita řada metod, avšak mezi 
vykazovanými daty jsou značné rozdíly (v rozmezí nejméně pěti jednotek pH). Hlavní důvody 
jsou zřejmě dva: rychlá degradace molekuly a velmi nízká rozpustnost UCB ve vodných 
rozpouštědlech. Problém s nízkou rozpustností je řešen několika způsoby: stanovením            
v částečně či zcela nevodném prostředí, ve kterém je UCB více rozpustný nebo využitím 
polárnějších derivátů či konjugátů UCB. To však sebou přináší řadu otázek. Dochází vlivem 
organického rozpouštědla k rozrušení vodíkových můstků bilirubinu? Mají deriváty i 
konjugáty stejnou disociační konstantu jako vlastní nekonjugovaný bilirubin? Byly analýzy 
dostatečně rychlé, nedocházelo během nich k degradaci bilirubinu?
Zdá se, že využití kapilární zónové elektroforesy je schopno všechny tyto možné chyby ve 
stanovení eliminovat. Experimentální měření probíhala v čistě vodném prostředí, přímo          
s nekonjugovaným bilirubinem a v časovém intervalu v řádech minut. Hodnota smíšené 
disociační konstanty, získaná za pomoci CZE, je 9,0. Vzhledem ke zbytkové mobilitě pro pH 
nosného elektrolytu 8,3 se jedná o druhý disociační stupeň. K určení hodnoty prvního 
disociačního stupně nekonjugovaného bilirubinu kapilární zónová elektroforesa posloužit 
nemůže, při pH nosného elektrolytu menším 8,3 dochází k vysrážení bilirubinu a k ucpávání 
kapiláry.
Smíšená disociační konstanta pro ranarubin byla též stanovena pomocí kapilární zónové 
elektroforesy, a to na hodnotu 4,98. 
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Z výsledků získaných kapilární zónovou elektroforesou lze jednoznačně říci, že disociační 
konstanty bilirubinu a ranarubinu jsou odlišné a ranarubin je jakožto modelová molekula pro 
studium disociačních konstant bilirubinu nevhodná.
Smíšené disociační konstanty a poločasy rozpadu bilirubinu a ranarubinu za pomoci kapilární 
zónové elektroforesy byly stanoveny, vytyčené cíle se podařilo splnit.
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